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(54) Title- METHOD TO DETECT CLINICALLY RELEVANT MUTATIONS OF THE DNA SEQUENCE OF KI -RAS ONCOGENE, 
ITS USE AND A TESTKIT FOR EARLY DIAGNOSIS OF TUMOURS 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUM NACHWEIS KLINISCH RELEVANTER VER ANDERUNGEN DER DNS-SEQUENZ DES KI- 
RAS-ONKOGENS, SEINE VERWENDUNG UND TESTKIT ZUR raOHERKENNUNG VON TUMOREN 



(57) Abstract 

Disclosed is a method to detect clinically relevant mutations of the DNA sequence of the ki-ras oncogene in stool DNA, its use 
and a test kit based thereon for early diagnosis of tumours, especially tumours of the pancreas and the colon.* According to the invention 
the method of detection is distinguished by extraction of genomic DNA from stool samples in a series of cleaning operations designed to 
eliminate inhibitor substances, and by base-complementary hybridization reaction by adding six different oligonucleotides with a defined 
complementarity to the clinically relevant mutated sequence fragments of the ki-ras gene. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung bebifft ein Verfahren zum Nachweis klinisch relevanter Veranderungen der DNS-Sequenz des Ki-ras- On kogens in 
Stuhl-DNS, seine Verwendung sowie einen darauf aufbauenden Testkit zur FrUherkennung von Tumoren, insbesondere von Tumoren des 
Pankreas und Colon. Das Nachweisverfahren ist erfindungsgemflB gekennzeichnet durch Extraktion genomischer DNS aus Stuhlproben 
uber multiple Reinigungsschritte zur Eliminierung inhibitorischer Stoffe und basenkomplementare Hybridisierungsreaktion durch Zugabe 
von sechs verschiedenen Oligonukleotiden mit definierter Komplementaritat zu klinisch relevanten verSnderten Sequenzabschnitten des Ki- 
ras-Gens. 
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Verfahren zun Nachweis klinisch relevanter Verfinderungen der 
DNS-Sequenz des Ki-ras-Onkogens, seine Verwendung und Testkit 
zur FrQherkennung von Tunoren 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis klinisch 
relevanter Verfinderungen der DNS-Sequenz des Ki-ras-Onkogens 
in DNS , vorzugsweise in Stuhl-DNS, seine Verwendung sowie 
einen Testkit zur FrQherkennung von Tumoren, insbesondere von 
Tumoren des Pankreas und Dickdarms. 

Dickdarm- und Pankreastumore zShlen zu den weltweit h&ufigsten 
Krebserkrankungen und stehen an dritter bzw. vierter Stelle in 
der Mortalit&tsstatistik von Malignomen. Die Problenatik dieser 
Erkrankungen tritt besonders deutlich beim "fiankreaskarzinom 
zutage. Bedingt durch einen Qber lange 2eat symptomlosen 
Verlauf werden Pankreaskarzinome so spSt difignostiziert, daB 
die durchschnittliche 5-Jahre-0berlebensrate der Patienten 
trotz ausgefeilter chirurgischer Techniken 2% nicht Qbersteigt. 

Gegenwiirtig gibt es keine befriedigenden Laborparaneter fQr die 
FrQherkennung von Pankreastumoren. 2ur Diagnostik kolorektaler 
Karzinome wird der H&mokkult-Test eingesetzt, bei welchen 
okkultes Blut in Stuhl nachgewiesen wird. Die analytische 
Aussagekraft dieses Testes ist unbefriedigend, weil okkultes 
Blut in Stuhl auch bei nichtnalignen Erkrankungen wie 
HSmorrhoiden auf tritt, und weil positive Befunde darQber hinaus 
auch durch eine Vielzahl interferierender stuhlkonponenten wie 
Peroxydasen und Katalasen verursacht sein k6nnen. Andererseits 
ist bekannt, da6 Tumoren iait einem Durchmesser von weniger als 
2 cm nicht genttgend Blut abgeben, urn in H&mokkult- 
Testver f ahrens auf zuf al len . 

So liegt selbst bei fortgeschrittenen Dickdarntunoren die 
diagnostische Sensitivit&t des H&nokkult-Testes bei nur 50- 
70%. 

Eine mdgliche Alternative fQr die FrQherkennung von Pankreas- 
und Dickdarntunoren bietet der molekularbiologische Nachweis 
von relevanten Mutationen in Onkogenen, v rzugsweise in 
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Protoonkogen Ki-ras. So konnte nachgewiesen werden, daB 
Mutationen in Ki-ras Protoonkogen bei 75-90% von 
Pankreaskarzinomera (Almoguera, S., Shiate, D., Forrester, K., 
Martin, J., Arnheira, N. , Perucho, M. (1988) Cell 53, 549-554) 
sowie bei wenigstens 50% kolorektaler Karzinomen (Forrester, 
K., Alomugera, C, Han, K., Grizzle, W.E., Perrucho, M. (1987) 
Nature 327, 298-303) vorkommen. 

Die Frequenz beim Pankreaskarzinom ist bisher die hflchste, 
welche fQr ein Onkogen bei einem spezifischen Timor gefunden 
wurde. 

DarQber hinaus sind die relevanten Mutationen auf die Kodons 
von drei AminosSuren beschrSnkt; beim Pankreaskarzinom nur auf 
eine Aninosfiure. Dieser Umstand kann den Mutationsnachweis 
betrfichtlich vereinf achen. 

Sowohl bei Dickdarm- als auch bei Pankreastumoren gibt es die 
M6glichkeit eines nicht invasiven Nachweises des Onkogenstatus 
in Stuhl. Ein solcher Nachweis wurde erstroals 1992 von 
Sidransky und Mitarbeitern gezeigt (Sidransky, D., Tokino, T. , 
Hamilton, S.R. , Kinler, K.W., Levin, B., Vogelstein, B. (1992); 
Science 256, 102-105). Er gelingt, weil zum einen eine 
genQgende Zahl von Pankreas-und Dannepithelzellen in den Stuhl 
gelangen, wobei Tumorzellen unter den Bedingungen in Stuhl 
moglicherweise stabiler "sind als normale Epithelien. Zum 
zweiten besitzen Bakterien keine Gene fQr Ki-ras, so daB die 
Diagnostik nicht durch die Interferenz von Darmflora und 
Epithelzellen beeintrfichtigt wird. Ober die Detektion von 
aktiviertem Ki-ras lassen sich Adenome bis zu einer Gr6Be von 1 
cm* diagnostizieren. 

Trotz dieser gQnstigen Vorbedingungen fQr eine 
labordiagnostische Anwendung findet sich bis heute kein 
Nachweisverfahren fQr Ki-ras Mutationen in Stuhl-DNS, das 
routinemSBig eingesetzt werden kann. 



Das Hauptproblem hierbei liegt in der enoroen Schwierigkeit 
begrQndet, DNS von ausreichender Qualitfit mit einem 
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vertretbaren Aufwand aus Stuhlproben zu isolieren. Die zur Zeit 
am hfiufigsten praktizierte Extraktionsmethode beinhaltet eine 
Reihe von raehrstilndigen Reinigungsschritten und erstreckt sich 
in seiner Gesamtdurchfuhrung auf mindestens eine Arbeitswoche . 

Auch weitere Verbesserungen dieser Methode durch Caldas und 
Mitarbeiter erfordern auch einen mehrtdgigen 
DurchfOhrungsaufwand (Caldas, C, Hahn, S.A., Hruban, R.H., 
Redston, M.S., Yeo, C.J. # Kern, S.E. (1994); Cancer Res. 54, 
3568-3573). 

Stuhl ist ein komplexes Gemisch aus abgeschilferten Zellen, 
Mikroorganisroen, unverdauten Hahrungsbestandteilen, Schleim- 
und Farbstoffen sowie anderen loslichen und unldslichen 
Komponenten des Gastrointestinaltraktes . Eine solche komplexe 
Zusammensetzung bedingt das Vorhandensein einer Vielzahl von 
inhibitorischen Stoffen, welche sowohl als kontaminierende 
Bestandteile der isolierten DNS-L6sung wie auch direkt in die 
DNS intercalieren oder an der DNS gebunden sind und aus 
diesem Grunde eine Verwendung der isolierten DNS fOr weitere 
Untersuchungen verhindern. 

Der Erfindung lag deshalb die Aufgabe zugrunde, ein 
routinemaBig einsetzbares Nachweisverf ahren fQr ein 
entsprechendes Gendiagnostiksystem zu entwickeln, wobei einer 
geeigneten DNS-Extraktionsmethode eine SchlOsself unktion fur 
die Etablierung eines routinetauglichen und letzlich auch 
automat is ierbaren Ki-ras Tests zukommt, sowie einen darauf 
aufbauenden Testkit bereitzustellen. 

Die Aufgabe wird gemSB der Ansprdche 1 bis 15 realisiert. Sie 
wird erfindungsgen&fi dadurch gel&st, daB ttber multiple 
Reinigungsschritte aus Materialproben , vorzugsweise aus 
Stuhlproben genomische DNS extrahiert wird, wobei alle 
inhibitorischen Stoffe hochselektiv eliminiert werden, so daB 
die isolierte genomische DNS problemlos far weitere 
Anwendungen verfQgbar ist. 
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Ausgangematerialen in Sinne der Erfindung k&nnen sein 
stuhlproben, Biopsieproben aus gastrointestinalen Polypen 
nach endoskopischer Entnahxne, ercp-Fltissigkeiten aus 
Pankreas, Sputun, ggf . auch Blut, Plasma, Serum und Urin. 

Insbesondere Stuhlproben werden erfindungsgemfifl in einem 
ersten Schritt mit Katerialien, die Adsorptionseigenschaften 
aufweisen, zur Entfernung inhibitorischer Stoffe inkubiert. 
Die in den Proben enthaltenen Zellen werden mit einem Puffer, 
der chaotrope Salze enth&lt, lysiert. 

Die nachfolgend an ein mineralisches Tragermaterial gebundene 
genomi6Che DNS wird in einem weiteren WaschprozeB weiter 
aufgereinigt und danach mittels eines Puffers geringer 
Ionenstfirke vom Tr&germaterial abgel6st. In einem 
abschlieBenden Aufreinigungsschritt werden dann auch die in 
die Oder an die DNS gebundenen Stoffe (Inhibitoren) entfernt. 
Gerade diese in oder an DNS gebundenen Stoffe s tell en potente 
Inhibitoren dar. Diese werden durch Inkubation der bereits 
isolierten DNS nit einem Puffer mit einer Ionenstfirke > 4M, 
welcher ein chaotropes Salz enthfilt, so z.B. aus Natriumjodid 
von der DNS verdrfingt. Eine anschlieBende Zugabe des 
TrSgermaterials 2ur erneuten Bindung der DNS, nachfolgendes 
Waschen und Elution der DNS bilden den AbschluB des 
Reinigungsverfahrens. Die auf diese Weise isolierte DNS aus 
den Proben steht nun weiteren molekularbiologisch- 
diagnostischen Techniken zur Verfflgung. 

Im einzelnen werden erfindungsgem&B folgende 
Reinigungsschritte durchgefQhrt: 

a) Gegebenenfalls Inkubation mit vorzugsweise chromatogra- 
phischen Mater ialien mit Adsorptionseigenschaften, 
vorzugsweise mit einer L6sung aus Aktivkohle, zur Entfernung 
inhibitorischer Stoffe bei Verwendung einer Stuhlprobe; 

b) Lyse der in den Materialproben enthaltenen Zellen mit 
einem Puffer, der chaotrope Salze enthfilt, wi z. B. 
Guanidinisothiocyanat, Guanidinhydrochlorid , Lithiumchlorid 
oder Li thiuiachlor id/Hams tof f-Gf ^ische mit Ionenstfirken >4M; 
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c) Inkubation des Ly6ates nit einen nineralischen 
Trfigermaterial 2ur Bindung der DNS; vorzugsweise handelt es 
sich bei dem Trfigermaterial urn hochdisperse , nichtpordse SiO a - 
Partikeln mit einer KorngroBe von 7 nn - 1 fun, vorzugsweise 40 
nn, bei einer spezifischen oberflfiche von 10-300 m a /g, 
vorzugsweise 50 m a /9# 

d) Abtrennung der Tragernaterials von Lysat durch 
Zentrifugation, 

e) Waschen der an Trfigermaterial gebundenen DNS, vorzugsweise 
einem Waschpuffer bestehend aus 50 mM NaCl # 10 mM Tris HC1 und 

1 nM EDTA sowie 70%v/v Ethanol, und Abl6sen der DNS durch 
Inkubation des Trfigematerials nit einem Puffer geringer 
Ionenstfirke, vorzugsweise 10 nM Tris HC1;0,1 nM EDTA bei einer 
Temper a tur von 48-65*C, 

f) Inkubation der abgelSsten genonischen DNS nit einem Puffer, 
welcher ein chaotropes Salz enthfilt, vorzugsweise aus 
Natrium jodid, . Natriunperchlorat oder Kaliumjodid nit 
Ionenstfirken >4M bei kontinuierlichen SchQtteln, vorzugsweise 
nit 5M Natriunjodid, zur Entfernung an die DNS gebundenen 
Subs tan zen aus der genonischen DNS, 

g) Inkubation der Pufferldsung nit der genonischen DNS emeut 
nit einen nineralischen Trfigermaterial, vorzugsweise aus 
hochdispersen, nichtpordsen SiO a -Partikeln nit einer KorngrdBe 
von 7 nn - 1 fim, vorzugsweise 40 nn, bei einer spezifischen 
oberflfiche von 10-300 m*/g# vorzugsweise 50 m a /g, 

h) Abtrennen der L6sung von nineralischen Trfigermaterial durch 
Zentrif ugation , 

i) Waschen des Trfigernaterials nit der gebundenen DNS, 
vorzugsweise nit einen Puffer bestehend aus 50 nM NaCl, 10 nM 
Tris HC1 und 1 nM EDTA sowie 70%v/v Ethanol, und wiederun 
Abldsen der gebundenen genonischen DNS mit einen Puffer 
geringer lonenstfirke, bevorzugt 10 nM Tris HC1, 0,1 nM EDTA 
bei einer Tempera tur von 48-65 *C. 

Das Extraktionsverfahren wird gemfiB der Erfindung bevorzugt als 
batch- Verfahren oder als 6fiulenchronatographisches Verfahren 
oder als chroma tographisches Verfahren in 

Mikrotiterplattenformat durchgefQhrt. 
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Das gesamte Extraktionsverfahren bendtigt weniger als 2h fQr 
mindestens 10 unterschiedliche Proben und Idst damit 
erstmalig in idealster Weise das Problem der Extraktion 
genomischer DNS aus Stuhlproben und anderen Materialien. Die 
Erfindung erlaubt die Isolierung von DNS aus abgeschilferten 
Zellen aus Stuhlproben in extrem kurzer Zeit, wobei Qber- 
raschenderweise durch den bevorzugten Einsatz einer Losung 
aus Aktivkohle im erf inderischen Reinigungsverfahren 
inhibitorische Stoffe, welche nicht direkt an die genoraische 
DNS gebunden'sind, eliminiert werden konnten. 

Der erfindungsgemSBe Nachweis klinisch relevanter Veranderungen 
der DNS Seguenz des Ki-ras Gens erfolgt anschliefiend Ober 
basenkomplenentare Hybridisierungsreaktionen nach an sich 
bekannten Techniken mit mindestens sechs verschiedenen 
Oligonukleotiden mit definierter Komplementaritat zu rodglichen 
mutativ verfinderten Sequenzabschnitten des Ki-ras Gens. 

Nach erfolgter Extraktion der genomischen DNS aus der 
klinischen Probe schlieBt sich die Erzeugung der zu 
analysierenden Ki-ras-Sequenz an. 

Die Oligonukleotide und die nachzuweisenden sequenzverfcnderten 
Abschnitte des Ki-ras Gens werden inkubiert, wobei entweder die 
Oligonukleotide oder die nachzuweisenden sequenzveranderten 
Abschnitte des Ki-ras Gens markiert sind und der Nachweis des 
Hybridisierungsergebnisses Qber die Markierung detektiert wird 
oder andere an sich bekannte Nachweisverf ahren fttr Duplex-DNS 
zura Nachweis des Hybridisierungsergebnisses verwendet werden. 

Die Oligonukleotide und/oder die sequenzverfinderten Abschnitte 
des Ki-ras Gens oder hybridisierte DNS befinden sich dazu 
an einer festen Phase, die vorzugsweise eine 
Mikrotiterplatte, ein Lichtwellenleiter oder ein Siliciumchip 
ist, besonders bevorzugt eine Mikrotestplatte. 
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Die Amplifikationsreaktion erfolgt nit einem Prinerpaar, 
wobei einer der Primer an seiner 5 '-Position nit einer 
Markierung, vorzugsweise einer Biotin-Markierung, gekoppelt 
ist. Das nach einer Vervielffilltigungsreaktion generierte 
DNS-Fragnent ist dadurch ebenfalls markiert. Diese Markierung 
erndglicht nachfolgend die Kopplung des anplifizierte Ki-ras- 
Fragnentes in einer bevorzugten AusfQhrungsvariante an die 
Oberflfiche einer Streptavidin beschichteten festen Phase, 
vorzugsweise an die Oberflfiche einer Mikrotestplatte Qber 
eine streptavidin-Biotin-BrQcke. 

Das an der Oberflfiche gebundene doppelstrfingige Fragnent wird 
unter Zugabe einer an sich bekannten Denaturierungsl6sung, 
wie z.B. NaOH, in einen Einzelstrang Qberfilhrt. Auf der 
Oberflfiche der Mikrotestplatte verbleibt nach Absaugen der 
Denaturierungsl6sung nur der Qber die Biotin-Streptavidin- 
BrCicke fixierte DNS-Strang. Dieser ist sonit der Analyt und 
entspricht den auf das Vorhandensein von Einzelbasen- 
mutationen zu untersuchenden Ki-ras-Abschnitt. Der 
plattenfixierte Ki-ras-Einzelstrang wird in nachfolgenden 
Schritten nit allelspezif ischen Oligonukleotiden 
(Hybridisierungssonden) unter einen Standard- 

Hybr idis ierungspuf f er inkubiert . Die 01 igonukleotide 
entsprechen dabei jeweils einer n6glichen Ki-ras 
Punktnutation bzw. der Ki-ras Wildtypseguenz. 
Die Auswahl der Oligonukleotide erfolgte erf indungsgenfiB 
unter den Aspekt, die Hybridisierungreaktionen fttr jede der 
verschiedenen allelspezif ischen Oligonukleotide unter absolut 
identischen Reaktionsparanetern durchzufQhren, un 
Hutationstests sinultan fQr unterschiedliche Punktnutationen 
auf einer Mikrotestplatte zu realisieren. 

Die 6 Oligonukleotide weisen vorzugsweise die Sequenzen 

5 ' -GTT-GG A-GCT-CGT-GGC-GTA- 3 ' 
5 ' -GTT-GGA-GCT-TGT-GGC-GTA-3 ' 
5 ' -GTT-GGA-GCT- AGT-GGC-GTA- 3 ' 
5 ^-CTT-GGA-GCT-GCT-GGC-GTA-3 ' 
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5 ' -GTT-GGA-GCT-GAT-GGC-GTA-3 ' 
5 ' -GTT-GGA-GCT-GTT-GGC-GTA-3 ' . 

Der entscheidende Schritt filr den Nachweis einer 
Einzelbasenmutation besteht in hochoptimierten 

Reaktionsbedingungen fOr essentielle Waschschritte nach der 
erf olgten Hybr idis ierungsreaktion . 

Geraafl der Erfindung erfolgen ein bis funf , vorzugsweise drei, 
Waschschritte nach einer 15 bis 45-minutigen, vorzugsweise 30 
minutigen, Inkubationszeit bei 38 - 45 °C, vorzugsweise 42 
°C, bei jeweils 5 bis 15 Minuten, vorzugsweise 10 Minuten, 
nit einer Waschl6sung aus SDS und ssc bei einer Tempera tur 
von 45 bis 55 °C, vorzugsweise 0,03 I SDS und 0,03 % ssc bei 
50 °C und 10 Minuten. 

Entscheidend dabei ist, daB nur bei vollstandiger 
Basenkomplementaritat zwischen Ki-ras-Target und den 
jeweiligen Hybridisierungsoligonukleotid ein Hybridisa- 
tionsprodukt erhalten bleibt, jede Baseninkoroplementaritat 
aber zur selektiven Entfernung der oligonukleotidsonde fQhrt. 

Diese Bedingungen konnten im erf inderischen Verfahren in 
idealster Heise geldst werden. Die optimierten Bedingungen 
der Waschschritte erlauben dabei zusatzlich die simultane 
Testdurchfuhrung zum Nachweis von sechs verschiedenen Ki-ras- 
Mutationen auf einer Testplatte. 

Der Nachweis des Hybridisierungsergebnisses erfolgt Qber eine 
dem Fachmann an sich bekannten indirekt enzynatischen 
kolorimetrischen Detektion. Diese basiert darauf, daB die 
HybridiBierungsoligonukleotide mit einer Standardmarkierung 
z.B. Digoxigenin Oder P1TC versehen sind, gegen welche 
enzymkonjugierte Antik6rper eingesetzt werden. Mach Zugabe 
einer Substratldsung wird letztlich via Durchlichtmessung in 
einem Hikrotestplatten-Reader die Intensitat der Parbreaktion 
bestimmt. Sie ist das Parameter fur die Befundung des 
Hybridisierungsergebnisses. MitgefQhrte Standard-DHS Proben 
fQr eine Ki-ras Mutation bzw. fur Ki-ras Wildtyp w rdet s 
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Bezugsgr6Ben far die Bewertung der Probenanalysen 
herangezogen. 

Das Nachweisverfahren wird bevorzugt in Mikrotiterplatten 
durchgeftthrt und hat somit den Vorteil, daB die Mdglichkeit 
der Analyse einer Vielzahl unterschiedlicher Proben besteht, 
wodurch eine Automatisierung des Verfahrens enafiglicht wird. 

Bisher bekannte Nachweisverfahren von Mutationen Ober 
Hybridisierungsreaktionen werden nur mittels bekannter 
molekularbiologischer Techniken, wie z.B. Dot-Blot- 
Hybridisierungen, an Filtermembranen durchgefQhrt, bei 
welchen der Nachweis der Hybridisierungsreaktion Qber die 
Detektion einer radioaktiven Markierung erfolgt. Ein solches 
Verfahren ist extrem zeitaufwending und durch die Verwendung 
radioaktiver Nachweisverfahren zudem hochgef&hrlich, ebenso 
ist eine Automatisierbarkeit nicht xn6glich. 

Das erfinderische Verfahren ben6tigt einschlieBlich der DNS- 
Extraktion aus den Proben ca. 8h. Dies ist ein Zeitaufwand, 
welcher es zum ersten Mai erra6glicht, den Ki-ras Status in 
einer routinem&Bigen Labordiagnotik als den wohl wichtigsten 
klinischen Parameter fOr die FrQherkennunng maligner 
Verfinderungen , vorzugsweise von Kolon und Pankreas zu nutzen. 

Eine solche Diagnostik wird wesentlich dazu beitragen, die 
Mortaiitfitsraten dieser Erkrankungen senken zu helfen. 

Die Erfindung betrifft auBerden einen Testkit zum Nachweis 
von Mutationen im Ki-ras-Gen. Diese ist durch einen oodularen 
Aufbau charakterisiert und besteht aus: 

1. DNS-Extraktionssystem, vorzugsweise 

a) eine Ldsung aus Aktivkohle, zur Entfernung inhibitor ischer 
Stoffe bei Verwendung ein r Stuhlprobe, 
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b) zur Lyse der in den Materialproben enthaltenen Zellen 
einen Puffer, der chaotrope Salze enthfilt, wie z. B. 
Guanidinisothiocyanat , Guanidinhydrochlorid , Lithiumchlorid 
oder Lithiumchlorid/Harnstoff-Gemische nit Ionenst&rken >4M; 
besonders bevorzugt Guanidinisothiocyanat; DTT, Natriumcitrat, 

c) zur Inkubation des Lysates einen raineralischen Trfiger 
Bindung der DNS; vorzugsweise hochdisperse, nichtpordse Si0 2 - 
Partikel init einer KorngrdBe von 7 nm - 1 jm, vorzugsweise 40 
nm, bei einer spezifischen Oberfl&che von 10-300 m a /g# 
vorzugsweise 50 n*/q, 

d) einen Waschpuffer bestehend aus 50 mM NaCl, 10 mM Tris HC1 
und 1 mM EDTA sowie 70%v/v Ethanol, und Abldsen der DNS 
durch Inkubation des Trfigermaterials mit einem Puffer 
geringer Ionenstfirke, vorzugsweise 10 mM Tris HCl-,0,1 nK EDTA, 

e) zur Inkubation der abgel6sten genomischen DNS einen weiteren 
Puffer, welcher ein chaotropes Salz enthSlt, vorzugsweise aus 
Natriumjodid, Natriuiaperchlorat Oder Kaliuiajodid nit 
IonenstSrken >4M, besonders bevorzugt 5 M Natriumjodid, 

i) zum Waschen des Trfigermaterials rait der gebundenen DNS, 
vorzugsweise einen Puffer bestehend aus 50 mM NaCl, 10 mM Tris 
HC1 und 1 mM EDTA sowie 70%v/v Ethanol, 

2. Prinernixen zur selektiven Anplif ikation der zu 
untersuchenden Ki-ras-Targetsequenz, 

3. Kontrollzellinien-DNA zur Anplif ikation von Wildtyp bzw. 
Mutationstyp einer Ki-ras-Zellinie, 

4. 6 Oligonukleotidsonden nit den Sequenzen 
5 ' -GTT-GGA-GCT-CGT-GGC-GTA-3 ' 

5 ' -GTT-GGA— GCT-TGT-GGC-GTA-3 ' 
5 ' -GTT-GGA-GCT-AGT-GGC-GTA-3 ' 
5 ' •GTT-GGA-GCT-GCT-GGC-GTA-3 ' 
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5 ' -GTT-GGA-GCT-GAT-GGC-GTA-3 ' 
5 ' -GTT-GGA-GCT-GTT-GGC-GTA-3 ' , 

5. eine feste Phase , vorzugsweise eine Hikrotestplatte 
einschlieBlich far den Platten-Assay notwendiger Reagenzien 
vie oben beschrieben. 

Das System wird vorzugsweise fQr die Untersuchung von Stuhl- 
DNS zur Frttherkennung von gastrointestinalen Tumoren, 
speziell fttr die FrQherkennung praneoplastischer 
kolorektaler proliferativer Erkrankungen eingesetzt. 

Durch die Universalit&t des DNS-Extraktionsverfahrens und 
Qber den modularen Aufbau des Testkits besteht aber auch die 
Mdglichkeit, andere klinisch relevante Ausgangsmaterialien 
auf Ki-ras-Mutationen zu untersuchen. Dabei bleibt das 
Nachweissystem immer konstant. 

Die eigenen Untersuchungsergebnisse erbrachten so auch den 
Nachweis von Ki-ras Mutationen nach erfolgter DNS-Extraktion 
aus Pankreassekreten (ercp-Proben) . Es besteht damit 
erstmalig die M6glichkeit des Auffindens von Risikopatienten 
fttr Pankreastumoren nach Untersuchung dieses Probenmaterials. 
Dero Fachmann ist bekannt, daB endziindliche Prozesse des 
Pankreas (akute Oder chronische Pankreatiden) h&ufig in 
maligne PhSnotypen entarten k6nnen. Ein vorhandener 
Pankreastumor ist zum Zeitpunkt seines Nachweises aber nicht 
mehr kurativ behandelbar. Der Nachweis von mutativen 
Ver&nderungen im Ki-ras-Gen kann somit als entscheidender 
Parameter fQr eine diesbezQgliche Prognose herangezogen 
werden. 

Das erfinderische Verfahren eignet sich dardber hinaus auch 
in idealer Weise zur Untersuchung von Biopsieproben aus 
gastrointestinalen Polypen nach endoskopischer Entnahme. Auch 
bei diesen Proben kann Qber die Detektion von Ki-ras 
Mutationen frQhzeitig eine potentiell bestehende o5gliche 
maligne Verfinderungen diagnostiziert und kdnnen Patienten als 
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Risikopatienten eingestuft werden. Ober eine recht2eitig 
erfolgende chirurgische Entfernung Ki-ras-mutierter Polypen 
kann so die Entstehung eines Tumors unterbunden werden. Bis 
heute findet eine solche Diagnostik auf Grund des Fehlens 
eines routinetauglichen Nachweissystems nicht statt. 

GerafiB der Erfindung werden zur Untersuchung der Ki-ras- 
Targetsequenz mindestens 6 verschiedenen Oligonukleotide, die 
definierte Komplementaritfit zu bekannten mutativ verSnderten 
Sequenzabschnitten des Ki-ras Gens aufweisen, eingesetzt. 
Damit besteht die H6glichkeit, wehr als 80% aller in 
Zusammenhang nit einem raalignen PhSnotyp stehenden Ki-ras 
Mutatione eindeutig zu detektieren, 

AnschlieBend 6oll die Erfindung an einem Beispiel n&her 
erlfiutert werden. 



Ausf Qhrungsbeispiel : 

Nachwe i s yon Ki-ras-PunKtnvimioen in stmmms 

OberfQhren von ca. 300-500 ing einer Stuhlprobe in ein 2.0 ml 
Eppendorf-ReaktionsgeffiB. Zugabe von 350 /il einer Waschldsung 
(NaCI, Tris; EDTA) und vortexen. 

Zentrifugation fQr 2 rain bei 14000 rpra und OberfQhren des 
Oberstandes in ein neues 2.0 ml Eppendorf-Reaktionsgef&B. 

Zugabe von 250 pi einer Losung aus Aktivkohle; 10 min 
SchQtteln der Probe. Zentrifugation fQr 2 min bei 14000 rpm 
und OberfQhren des Oberstandes in ein neues 1,5 ml Eppendorf- 
ReaktionsgeffiB. Zentrifugation fQr 1 min bei 14000 rpm und 
OberfQhren des Oberstandes in ein neues 2,0 ml Eppendorf- 
Reaktionsgef&B. 
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Zugabe von 1 ml Puffer (Guanidinisothiocyanat; DTT, 
Natriumcitrat) zur Zell-Lyse und Inkubation far 30 min bei 
Raumtemperatur. 

Zugabe von 20 jil einer mineral ischen Tr figer suspension aus 
hochdispersen, nichtporGsen SiO a - Partikeln nit einer KorngrSBe 
von ca. 40 ntt, bei einer spezifischen Oberflfiche von ca. 50 
m*/q, und Inkubation fOr 5 min bei Raumtemper atur . 
Zentrifugation fttr 1 s bei 10000 rpm und sorgf&ltiges 
Entfernen des tiberstandes. 

Zugabe von 1 ml Waschpuffer (NaCl, Tris, EDTA, Ethanol) und 
Resuspendieren des Pellets. Zentrifugation fttr 1 s bei 10000 
rpm und sorffiltiges Entfernen des tiberstandes. Zweimaliges 
Wiederholen des Waschschrittes . Kurze Inkubation des 
ge6ffneten ReaktionsgefaBes bei 60 # C bis zur vollst&ndigen 
Entfernung des Ethanols. 

Zugabe von 100 Ml eines Elutionsmittels (lOraM Tris-HCl; O.lmM 
EDTA) i Resuspendieren des Pellets und Inkubation des 
Reaktionsgef&Bes fttr 5 min bei 60 # C. Zentrifugation fOr 2 min 
bei 14000 rpm und Oberftthren des Oberstandes in ein neues 1,5 
ml Eppendorf-Reaktionsgef&B. Mischen der isolierten DNS mit 
einer LSsung aus Natriumjodid unter leichtem Schtttteln far 5 
min. 

Erneute Zugabe von 15 til der mineralischen Tr&ger suspension 
zur Pufferlosung mit der genomischen DNS und inkubation far 5 
min auf Eis. Zentrifugation f Or 1 s bei 10000 rpm und 
sorffiltiges Entfernen des Oberstandes. 

Zugabe von 1 ml Waschpuffer und Resuspendieren des Pellets. 
Zentrifugation fttr 1 s bei 10000 rpm und sorffiltiges 
Entfernen des Oberstandes. Zweimaliges Wiederholen des 
Waschschrittes. Kurze inkubation des geOffneten 
Reaktionsgef&Bes bei 60 # C bis zur vollstfindigen Entfernung 
des Ethanols. Zugabe von 50 pi Elutionspuffer (10 mH Tris- 
HC1; 0.1 mM EDTA) , Resuspendieren des P llets und Inkubation 
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des ReaktionsgefSBes f(ir 5 min bei 60 *C. Zentrif ugation fQr 2 
min bei 14000 rpm und OberfOhren des Oberstandes in ein neues 
1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgef&B. 

Nach der erfolgten DNS-Extraktion werden l-10pl der DNS fflr 
die enzynatische VervielfSltigung der zu unterBuchenden 
spezif ischen Targetsequenz des Ki-ras Gens mittels Polymerase 
Kettenreaktion (PCR) eingeset2t. 

In einer ersten PCR-Reaktion erfolgt dabei die Amplifikation 
mit einem Primermix, bei welchem vfihrend der 
Amplifikationsreaktion von Ki-ras-Wildtyp-DNA eine 
Restriktionschnittstelle generiert wird. In alle 
amplfizierten DNA-Fragraente welche nicht wildtypkonfonn sind, 
erfolgt dagegen kein Einbau dieser Schnittstelle. 

Nach der erfolgten Amplif izierungsreaktion wird unter Einsatz 
eines Restriktionsenzyms der Ki-ras-Wildtyp zerschnitten . 

In einer zweiten Amplif ikationsreaktion werden 1-2 pi des 
Restriktionsanatzes als Template DNS eingesetzt. Dabei 
erfolgt nunmehr die selektive Anreicherung der 
ungeschnittenen mutierten Ki-ras-Fragmente. Diese 
Amplifikationsreaktion erfolgt mit einem Primerpaar, bei 
welchem ein Primer an seiner 5 '-Position Biotin-markiert 1st. 

Nach erfolgter Amplifikationsreaktion werden 1-5 pi des 
Amplifikationsproduktes in 420 pi eine6 Bindungspuf fers 
(Tris; EDTA, NaCl) auf genommen . 

Jeweils 50 pi dieses Ansatzes werden auf 7 Lficher (Wells) 
einer Hikrotestplatte verbracht. Diese Wells dienen 
nachfolgend der Analyse des Ki-ras-Fragmentes auf mutative 
Verfinderungen. 

Nach einer kurzen Inkubation wird die Bindungspuf ferlfisung 
abg saugt, 50 pi einer DenaturierungslOsung (NaOH) zugegeben 
und unter leichtem SchOtteln inkubiert. Hierbei erfolgt nun 
die Generierung eines DNA-Ein2elstranges, gegen welchen 



WO 98/08*71 



PCT/DE97/01894 



15 

nachfolgend eine jeweils sequenzspezif ische Hybridisierung 
durchgeftthrt wird* Nach Entfernung des nicht an der 
Plattenoberflfiche fixierten zweiten DNA-Stranges nit einem 
Waschpuffer (Tris, EDTA, NaCl) wird jedes der 7 Wells der 
Mikrotestplatte mit einer der spezifischen z.B. Digoxygenin 
oder FITC markierten Oligonukleotidsonden unter einem 
Standard-Hybridisierungspuf f er benetzt • 

Nach einer 30 roinQtigen Inkubationszeit bei 42"C erfolgt die 
Hybridisierung der jeweiligen Sonden mit dera an der 
PlattenoberflSche gebundenen Ki-ras-Fragment. 

Die SpezifitSt des Nachweises wird durch nachfolgend 
durchzufQhrende Waschschritte unter hochstringenten 
Konditionen erreicht. Diese Waschschritte erfolgen mit einer 
Ldsung aus 0,03% SDS; 0,03xSSC bei 50 *C fQr 3xl0oin. Unter 
diesen Konditionen werden alle Sonden, die keine vollstSndige 
Basenkomplementaritfit zur Ki-ras-Targetsequenz auf weisen , 
entfernt. 

In nachfolgenden Schritten erfolgt nach an sich bekannten 
klassischen kolorinetrischen Verfahren die Detektion des 
Hybridisierungsergebnisses unter Verwendung eines 
Mikrotestplatten-Readers. Die gemessene Signalstfirke dient 
dabei als das Auswertungskriterium fur den Nachweis eines 
Hybridisierungsproduktes, und somit als Nachweis auf das 
Vorliegen einer Mutation oder von Wildtyp Ki-ras. 
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Patentansprflche 

1. Verfahren zum Nachweis klinisch relevanter Verfinderungen 
der DNS-Sequenz des Ki-ras Onkogens in DNS 

gekennzeichnet durch 

- Extraktion genomischer DNS aus Materialproben fiber multiple 
Reinigungsschritte zur Eliminierung inhibitorischer Stoffe 
und 

- basenkomplement&re Hybridisierungsreaktion durch Zugabe von 
sechs Oligonukleotiden nit definierter Komplementaritfit zu 
ver&nderten Sequenzabschnitten des Ki-ras Gens. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daS 
die Extraktion der genomischen DNS erfolgt durch: 

- Lyse der in der Probe enthaltenen Zellen mit einem Puffer, 
der chaotrope Salze enthfilt; 

- Inkubation des Lysates mit einem mineralischen 
Tr&germaterial zur Bindung der DNS; 

- Abtrennung des Trfigennaterials vom Lyeat durch 
Zentrifugation; 

- Waschen der am Trfigermaterial gebundenen DNS und Elution 
der DNS durch Inkubation des Trfigermaterials mit einem Puffer 
geringer Ionenstftrke; 

- Inkubation der abgelGsten genomischen DNS mit einem Puffer, 
welcher ein chaotropes Salz enthfilt zur Entfernung von an die 
DNS gebundenen Substanzen aus der genomischen DNS; 

- Inkubation der Pufferl6sung mit der genomischen DNS erneut 
mit einem mineralischen Trfigermaterial; 

- Abtrennen der L6sung vom mineralischen Trfigermaterial durch 
Zentrifugation ; 

- Waschen des Trfigeraaterials mit der gebundenen DNS und 
erneut Elution der gebundenen genomischen DNS nit einem 
Puffer geringer Ionenst&rke. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, 

dadurch gekennzeichnet, daS 
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Stuhlproben als Ausgangsmaterial dienen, die in einen ersten 
schritt mit Materialien nit Adsorptionseigenschaften zur 
Entfernung inhibitorischer Stoffe inkubiert werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, 

dadurch gekemweichnet , daB 
als chromatographisches Material eine L6sung aus Aktivkohle 
eingesetzt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, daB 

- als chaotrope Salze Guanidinisothiocyanat , Guanidinhydro- 
chlorid, Lithiumchlorid oder Lithiumchlorid/Harnstof f-Genische 
nit lonen-starken > 4M Verwendung finden, 

- als nineralische TrSgermaterialien nichtporose SiO a - Partikel 
nit einer Korngrflfle von 7 run - 1 im, vorzugsweise 40 nn, bei 
einer spezifischen OberflSche von 10-300 m a /g, vorzugsweise 
50 m a /g f eingesetzt werden, 

- als Waschpuffer ein Gemisch bestehend aus 50 nM NaCl, 10 nM 
Tris HC1 und 1 raM EDTA sowie 70%v/v Ethanol dient, 

- zur Elution als Puffer niedriger Salzkonzentration 10 nM Tris 
HC, 0,1 nM EDTA eingeset2t wird und die Elution bei einer 
Temper atur von 4 8-65 "C stattfindet und 

- die erneute Inkubation der eluierten genonischen DNS nit 
einen Puffer aus Natriunjodid, Natriunperchlorat Oder 
Kaliurajodid nit Ionenst&rken >4M bei kontinuierlichen SchQtteln 
erfolgt. 

6. verfahren nach einen der AnsprQche 1 bis 5, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
die Lyse nit einen Puffer enthaltend Guanidinisothiocyanat, DTT 
und Natriuncitrat und die zweite 

Inkubation mit 5 M Natriunjodid durchgefQhrt wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
die Oligonukleotide nit den folgenden Sequenzen verwendet 
werden: 
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i.. 

5 ' -GTT-GGA-GCT-CGT-GGC-GTA-3 ' 
5 '-GTT-GGA-GCT-TGT-GGC-GTA-3 ' 
5 * -GTT-GGA-GCT-AGT-GGC-GTA-3 ' 
5 ' -GTr-GGA-GCT-GCT-GGC-GTA-3 ' 
5 ' -GTT-GGA-GCT-GAT-GGC-GTA-3 ' 
5 ' -GTT-GGA-GCT-GTT-GGC-GTA-3 ' 

8. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 7, 

dadurch gekennzeichnet, da6 
die Oligonukleotide und die nachzuweisenden sequenzverfinderten 
Abschnitte des Ki-ras Gens inkubiert werden, wobei entweder die 
Oligonukleotide oder die nachzuweisenden sequenzverfinderten 
Abschnitte des Ki-ras Gens markiert sind und der Nachweis des 
Hybridisierungsergebnisses tiber die Harkierung detektiert wird 
oder andere an sich bekannte Nachveisverfahren fQr Duplex-DNS 
zum Nachweis des Hybridisierungsergebnisses verwendet werden. 

9. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 8, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
die Oligonukleotide und/oder die sequenzverfinderten Abschnitte 
des Ki-ras Gens oder hybridisierte DNS sich an einer festen 
Phase befinden. 

10. verfahren nach Anspruch 9, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
die feste Phase eine Hikrotiterplatte, ein Lichtwellenleiter 
oder ein Siliciurachip ist. 

11. Verfahren nach Anspruch 8, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
die nachzuweisende Ki-ras-Sequenz nit einem Primerpaar, wobei 
einer der Primer an seiner 5'-Position markiert 1st, 
amplifiziert wird, anschlieflend an eine feste Phase gekoppelt 
und in einen Einzelstrang QberfOhrt wird, mit den sechs 
Oligonukleotiden 15-45 Minuten bei einer Teaperatur von 38-45 
°C inkubiert, mit einer WaschlOsung aus SOS und SSC bei 45-55 
°C ein bis fOnf mal fQr 5 bis 15 Minuten gewaschen wird. 
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12. Verfahren nach Anspruch 11 , 

dadurch gekennzeichnet, daB 
die Kopplung flber eine Streptavidin-Biotin-Brttcke erfolgt, 
die Inkubation 30 Minuten bei Tenperatur von 42 °C 
stattfindet und 3 mal/lOmin mit einer L6sung 0,03 % SDS und 
0,03 % SSC bei 50 °C gewaschen wird. 

13. Verwendung des Verfahrens nach den Ansprttchen l bis 12 
2ur FrOherkennung von Tumoren auf der Basis von klinisch 
relevanten Verfinderungen der DNS-Sequenz des Ki-ras Onkogens 
in DNS, vorzugsweise zur FrOherkennung von Pankreas- und 
Dickdarmtumoren aus Stuhlproben, ercp-FlOssigkeiten und 
endoskopisch gewonnenen Darmpolypen. 

14. Testkit zur FrOherkennung von Tumoren auf der Basis von 
klinisch relevanten Verfinderungen der DNS-Sequenz des Ki-ras 
Onkogens in DNS, vorzugsweise 2ur FrOherkennung von Pankreas- 
und Dickdarmtumoren aus Stuhlproben umfassend 

- DNS-Extraktionssy6tem enthaltend Ldsungen und Puffer gem&B 
Ansprttchen 3 bis 6, 

- Primermixen zur selektiven Anplif ikation der zu 
untersuchenden Ki-ras-Targetsequenz 

- Kontrollzellinien-DNS zur Anplif ikation von Wildtyp bzw. 
Mutationstyp einer Ki-ras-Zellinie, 

- Oligonukeotidsonden gem&B Anspruch 7, 

- eine feste Phase gem&B Anspruch 10 samt Reagenzien gem&B 
Anspruch 11 oder 12. 

15. Testkit nach Anspruch 14, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
die feste Phase eine Streptavidin-beschichtete 
Hikrotestplatte 1st. 
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